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(57) Abstract 

The invention concerns a method and device for 
the contactless microinjection, sorting and production of 
biological objects. According to the invention, on a planar 
carrier (2) an object field or the object itself, located on the 
carrier (2), is cut out with a laser beam (6) and transferred 
by means of a laser-induced transport process to a collector 
substrate (5) which is disposed directly above or below the 
carrier. During the cutting-out process, either the laser beam 
(6) moves in a closed curve about the object or the object 
itself is cut directly out of the carrier (2) in a computerized 
manner. This method enables individually selected objects 
to be spatially separated and sorted from a very large number 
of objects. The method can also be used to separate specific 
cells from tissue sections. The method is further suitable for 
microinjecting given substances into individual biological 
objects, such as for example cells, and then sorting the latter. 



(57) Zusammenfassung 

Bei dem Verfahren und der Vorrichtung zur bertlhrungslosen Mikroinjektion sowie zum Sortie ren und zur Gewinnung von biologischen 
Objekten auf einem planaren Trager (2) wird ein Objektfeld oder das Objekt selbst, das sich auf dem Trager (2) befindct, mit einem Laserstrahl 
(6) ausgeschnitten und durch einen Laser- induzierten TransportprozeB auf ein unmittelbar oberhalb oder unterhalb des Tragers angeordnetes 
Auffangersubstrat (5) Qbertragen. Beim Ausschneidevorgang wird das Objekt vom Laserstrahl (6) entweder in einer geschlossenen Kurve 
umfahren oder es wird computcrgesteucrt selbst unmittelbar aus dem Trager (2) herausgeschnitten. Mit diesem Verfahren konnen aus einer 
sehr grofien Zahl von Objekten einzelne ausgewahlte Objekte raumlich abgetrennt und ausgcsondert werden. Das Verfahren kann auch 
zur Separation von spezifischen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt werden. Femer eignet sich das Verfahren auch dazu, bestimmte 
Substanzen in einzelne biologische Objekte z.B. Zellen zu mikroinjizieren und diese anschlieBend auszusortiercn. 
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Verfahren und Vorrichtung zur beriihrungslosen Mikroinjektion sowie 
zum Sortieren und zur Gewinnung von planar ausgebrachten biologischen 
Objekten mit Laserstrahlen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Mikroinjek- 
tion sowie zum Sortieren und zur Gewinnung einzelner biologischer Objek- 
te. Die Objekte sind hierbei auf einem festen planaren Trager nebeneinander 
angeordnet. Dieses Verfahren eignet sich dazu, bestimmte Substanzen in 
einzelne biologische Objekte z.B. Zellen zu mikroinjizieren und anschlie- 
fiend diese auszusortieren. Weiterhin konnen mit diesem Verfahren aus 
einer sehr grofien Zahl von Objekten (z.B. 10 s - 10 9 ) einzelne Objekte raum- 
lich abgetrennt und ausgesondert werden. Die Abtrennung von gehauften 
Zellen als Gesamteinheit ist ebenso moglich. Ebenso kann das Verfahren zur 
Separation von spezifischen Zellen aus Gewebeschnitten eingesetzt werden. 
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Vorausselzung fur dieses Sorlierverfahren ist die vorherige Erkennung und 
Selektion der betreffenden Objekte aufgrund spezifischer Eigenschaften (z.B. 
durch Farbung, Fluoreszenzmarkierung oder durch radioaktive Markie- 
rung). Unter „biologischen-Objekten" werden im Rahmeiv der vorliegenden 
Anmeldung vor allem lebende oder fixierte biologische Zellen oder Zellbe- 
standteile verstanden. 

Zur Matcrialinjektion in lebende Zellen wurden ubiicherweise Mikrokapil- 
laren verwendel, die iiber einen meisl pneumalisch oder hydraulisch beweg- 
ten Mikromanipulalor gesteuert werden. Die gewunschten Substanzen wer- 
den unter groRer mechanischer Belastung in die einzelne Zelle injiziert. Die 
Herstellung der sterilen Mikrokapillaren ist zeitaufwendig und kosteninten- 
siv. 

Tsukakoshi et al. (198 / 1) sowie Tao et al. (1987) verwendeten einen fokussier- 
ten Laserstrahl, um kleine selbslheilende Locher ohne mechanischen Kon- 
takt in die Zellmembran zu bohren. Die kurze Offnungszeit reicht aus, um 
das in der umgebenden Flussigkcit geloste Material in die Zelle einzuschleu- 
sen. Die groGte Effizienz bei der Lasermikroinjektion von genetischem Mate- 
rial wurde erzielt, wenn der Laser das Loch direkt in den Zcllkern schiefit 

Problem bei dieser Methode ist, daS fur eine prazise Lasermikroinjektion im 
Submicronbereich die Zielobjckte sowohl lateral, also in x- und y-Richtung, 
als auch vertiknl, also in z-Richtung, mit Nanometer-Genauigkeit angefalv 
ren werden miissen. Fur ein automalisiertes Mikroinjizieren miissen zudem 
die relevanten Zielzellen iiber ein bildanalytisches Verfahren erkannt, exakt 
in der LaserschuGlinie positioniert und vor allem in z-Richlung exakt fokus- 
siert werden. 
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Ein weiteres Problem besteht darin, die erfolgreich injizierlen Zellen von den 
anderen Zellen zu isolieren bzw. fur die weiteren Untersuchungen zu prapa- 
rieren. 

Zur Separation einzelner biologischer Objekte lassen sich Objekte mit opti- 
schen Methoden, wie der optischen Pinzetle (Optical Tweezer) in einer wass- 
rigen Losung bewegen (K. Schutze, A. Clement-Sengewald, Nature, 667 (Vol. 
368) 1994). Aufgrund der geringen Kraftiibertragung ist diese Methode auf 
Objekte beschrankt, die sich frei in der Losung bewegen konnen. Da sich die 
sortierten wie die unsortierten Objekte in der gleichen Losung befinden, ist 
eine getrennte Kultivierung nur mit zusalzlichem Aufwand erzielbar. Fur 
eine getrennte Kultivierung miissen diese Zellen mit einer anderen Metho- 
de wie z.B. mit Mikrokapillaren abgetrennt bzw. abgesaugt werden. Ad ha rent 
wachsende Zellen oder fixierte Zellen auf einem Schnittpraparat konnen mit 
feinen Nadeln, die iiber Mikromanipulatoren bewegt werden, separiert wer- 
den. Hierbei werden die Zellen direkl beruhrt und konnten somit mecha- 
nisch beiastet werden. Zudem besteht die Gcfahr der Kontamination durch 
ungewolltes Zcllmaterial. Beide Methoden sind verhaltnismnSig zei tin ten- 
si v, so da6 sie nicht zur Bearbeitung einer Viclzahl von Objekten geeignet 
sind. 

Zur Separienmg einzelner Zellen aus einer grofien Zahl (> 10*) in einer Flus- 
sigkeit dispergierter, biologischer Objekte geeignete Trenn- bzw. Sortierappa- 
rate sind kommerziell erhalllich. Wahrend bei der fluoreszenzakti vin ten 
Zellsorlierung (FACS = Fluorescence activated Cell Sorter) elektroslalische 
Prinzipien zur raumlichen Separation zum Einsatz kommen, arbeilel der 
magnetisch aktivierte Zellsortierer (MACS = Magnetic activated Cell Sorter) 
mit magnetischen Kraften. Hierbei liegen die Zellen jedoch nicht auf einem 
planaren Trager nebeneinandor. Uberdios haben beide Methoden den Nach- 
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teil, dafi sich manche Objekte nur eingeschrankt (FACS) oder iiberhaupt 
nicht getrennt voneinander absondern lassen (MACS). 

Die vorgesleliten Methoden konnen keine einzelnen Zellen aus einem Zell- 
verband wie etwa einem Gewebe oder aus histologischen Gewebepraparaten 
losen. 

Ferner sind unter dem Namen „Ablative Photodecomposition" Verfahren 
bekannt, bei denen mit gepulsten UV-Lasern, insbesondere mil Excimer- 
Lasern, ein gezielter Materialabtrag bei Polymeren erfolgt. Diese Verfahren 
konnen im weitesten Sinne als Atzverfahren nngesehen werden. Ein ahnli- 
ches Verfahren, bei dem jedoch ein kontinuierlich bctriebener UV-Laser 
verwendet wird, wird in dem US-Patent 5 211 805 beschrieben. Dieses Verfah- 
ren soli sich zur industriellen Bearbeitung von technischen Polymeren und 
zur biomedi/.inischen Behandlung von biologischem Gewebe eignen. Hier- 
mil ist ein Sortierprinzip verwandt, das mit Laserstrahlen die auf einem Tra- 
ger befindlkhen unerwunschten biologischen Objekle mit hohen Strah- 
iungsdosen zerstort, wahrend die selektierten (erwiinschten) Objekte zuriick 
bleiben (US '1 624 915). Dieser ProzeB ist verbal tnismafiig auf wend ig, um ein- 
zelne Objekle aus groften Populntionen zu selektieren. 

Die der Erftndung zugrundeliegende Aufgabe besteht u.a. darin, ganz gezielt 
bestimmte biologische Objekte mit einer ausgewahlten Substanz durch be- 
ruhrungslos** Lascr-Mikroinjektion zu beladen und anschlieBend die erfolg- 
reich injizicrtcn Objekte auszusortieren. Die biologischen Objekte konnen 
nebeneinandor auf einem festen planaren Trager wie z. B. einer polymeren 
Tragerfolie ausgebracht sein. Hierbei soli der Vorgang des Absonderns mog- 
lichst kurz (< 10 s) und beriihrungslos, z.B. in abgetrennten, sterilen Kam- 
mern durchfuhrbar, sein. AuCerdem soil der ProzeB sehr zuverlassig und 
damit in einfneher Weise automatisierbar sein. Gleichzeitig soil die Uberle- 
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bensfahigkcit bzw. die Morphologie der biologischen Objekte in der Regel 
gewahrleistet bleiben; d.h. die biologischen Objekte sollen dvirch den Mikro- 
injektionsvorgang und durch den Abtrennprozefi nicht geschadigt bzw. be- 
eintrachtigt werden. 

Die Aufgabe der Mikroinjektion wird erfindungsgemafi dadurch automati- 
siert durchgefiihrt, dnf? ein Objektfeld auf dem Deckglas oder einer Triigerfo- 
lie mit der motorisierlen, computergesteuerlen Mikroskopbuhne durch ma- 
anderformiges Abrastern abgefahren wird. Dabei wird die einzelne Zielzelle 
(Zielobjekt) durch ein bildanalytisches Verfahren iiber Farb- oder Musterer- 
kennung ausgewahlt und mittels x/y-Verschiebung in den Bereich des Laser- 
schusses gebracht. Anschliefiend wird auf die Zelle bzw. die gewiinschte Zell- 
struktur (in z-Richtung) fokussiert und mit einem gezielten LaserschuB die 
Zelle mikroperforiert. Die Bewegung der Objekte in x/y-Richtung kann ent- 
weder uber die Achsen des Mikroskoplisches, die z-Verschiebung durch eine 
dritte Achse des Mikroskoptisches oder aber durch die Fokusverstellung des 
Objektives am Mikroskop selbst per Compulersleuerung eingestellt werden. 
AlternaUv kann eine Einstellung auf das Zielobjekt auch bei fixiertem Mi- 
kroskoptisch durch eine dreidimensionale, computergesteuerte Laserfokus- 
bewegung erfolgen. Um die erfolgreich mikroinjizierten Zellen anschliefiend 
aus dem ubrigen Zellrasen auszusortieren, wird das nachfolgend beschriebe- 
ne Selektionsverfahren eingesetzt. 

Die Aufgabe der Seloktion und Abtrennung wird erfindungsgemafi dadurch 
gelost, daC ein Objektfeld der Tragerfolic, auf dem sich das seleklierte biologi- 
sche Objekl bzw. der histologische Schnitt befindet, mit einem Laserslrahl 
ausgeschnitten wird und durch eincn laserinduzierten TransportprbzeB auf 
ein unmittelbar oberhalb oder unterhalb der Tragerfolie angeordnetes Auf- 
fangersubstrat iibertragen wird. Die erfindungsgemafie Losung besteht also 
darin, daB die biologischen Objekte zuerst entweder visuell mit dem Auge 
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ausgesucht oder aber uber die Farb- bzw. Mustererkennung eines bildanalyti- 
schen Verfnhrens aufgesucht und anschlieRend in einem dem Praparat an- 
gepafiten, z.B. auch kreisformigen, Umfeld mitsamt dem Trager von einem 
Laserstrahl nusgeschnitten werden und anschliefiend aus der Tragerfolie her- 
aus auf eincn in der Nahe angebrachten Auffanger geschleudert werden. Es 
wurde beobnchtet, dafi die herausgetrennten Objektfelder dabei slets in Rich- 
tung des Laserstrahls beschleunigt werden. Eine physikalische Erklarung fur 
diesen laserinduzierlen TransportprozeB liegt moglicherweise in dem pho- 
tokinelischen Impuls, der von dem Laserstrahl auf das ausgeschnittene Ob- 
jektfeld iibertragen wird und damit fur die Beschleunigung verantwortlich 
ist. Die raumliche Separation der biologischen Objekte beruht also bei diesem 
ProzeG auf dem Ausschneiden der gewiinschten Objektfelder mit den vorher 
selektierten Objekten und ihrem Abtransport zu einem in der Nahe befindli- 
chen Auffangersubstrat. 

Das Ausschneiden des Objektfeldes kann vorteilhaft in der Weise erfolgen, 
daS der Laserstrahl durch eine Relativbewcgung von Laserstrahl und Trager- 
folie auf einer geschlossenen, das Objektfeld einschliefienden Kurve urn das 
biologischc Objekt herumgefiihrt wird. Allernativ kann aber die Abtrennung 
eines Objektfeldes in Analogie zu einem SlanzprozeB auch so durchgefiihrt 
werden, dal> der das Objektfeld einschliefiende Schnittbereich durch eine mit 
dem Laserstrahl beleuchtete, auf die Tragerfolie abgebildele Schlilzmaske si- 
multan beli« htet wird. 

Wie schon orwahnt, soil das Auffangersubstrat in unmittelbarer Nahe der 
Tragerfolie nngeordnet werden, so dafi die Transporlwege bei dem Separati- 
onsprozeC kurz sind. Gute Ergebnisse wurden erziclt, wenn die Entfernung 
0,5 bis 10 mm, vorzugsweise 1 bis 3 mm betrug. 
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Der Durchmesser des Objektfeldes mit dem selcktierten Objekt kann auf- 
grund dcs auf?erordenllich priizisen Schnittvorgangs sehr klein, d.h. in ei- 
nem Bereich von 10 ^im bis 20 (im, gewahlt werden. 

Zum Ausschneiden wird vorzugsweise ein UV-Laser verwendet, wobei der 
Laserstrahl fokussiert auf die Tragerfolie abgebildet wird. 

Die Tragerfolie besteht dabei a us einer UV-absorbierenden Polymerfolie mit 
einer Dicke zwischen 5 Jim und 15 |im, deren Absorplionsverhalten an die 
Wellenlnnge des UV-Lasers angepafit ist, also zumindest in der Umgebung 
der Laserwellenlange ein Absorptionsmaximum besitzt. Als besonders geeig- 
net haben sich Polymerfolien erwiesen, die mindestens 5 Gew.-% eines aro- 
matischen oder teilaromatischen Polykondensats enthalten. Die geometri- 
sche Form des Auffangersubstrats ist relativ unkrilisch. Geeignet ist z.B. eine 
relativ dicke Folie oder Platte, die im Abstand von 0,5 bis 10 mm oberhalb 
oder unterhalb von der Tragerfolie parallel dazu angebracht wird. Das Auf- 
fangersubstrat kann aber auch als lopfforrniger Behalter ausgebildet sein. Ins- 
besondere werden Mikrozentrifugenbehalter empfohlen, wie sie in der Mo- 
lekularbiologie verwendet werden, z.B. eine Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 
Vertiefungen (Wells). 

Gemafi einer speziellen Ausfuhrungsform ist die Platte oder Folie mit einer 
adhasiven Schichl versehen. Durch eine solche Klebeschicht konnen die ab- 
geschleuderten Objeklfelder auf dem Auffangersubstrat fixiert werden. 

Zur Erkennung und Sclektion der gewunschlen biologischen Objekte auf der 
Tragerfolie kann vorzugsweise die Melhode der Fluoreszenzspektroskopie 
eingesetzl werden 
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Alternativ konnen die biologischen Objekte mit Hilfe bekannter histochemi- 
scher Farbreaktionen oder morphologisch wahrnehmbarer Veranderungen 
entweder visuell oder aber iiber bildanalytisehes Verfahren per Computer 
(digital?) erkannt und anschlieficnd selektiert werden. - 

Gemafi eincr Weiterentwicklung werden die biologischen Objekte mit einem 
flussigen, fiir die Laserstrahlung durchsichtigen Nahr- oder Puffermedium 
beschichtel Unter dteser Bedingung konnen selektierte Objektfelder erfin- 
dungsgemritf ausgeschnilten und abgelost werden. 

Das erfindungsgematfe Separierverfahren wird vorteilhaft in einem abge- 
schlossenen System durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wird sowohl die Trager- 
folie mit den zu sortierenden Objekten, als auch das Auffangersubstrat in 
einem geschlossenen Behalter untergebraeht, der ein UV-transparentes Fen- 
ster fiir den Laserstrahl besitzt. 

Im folgendcn wird die Erfindung anhand von Zeichnungen und Ausfiih- 
rungsbeispirlen naher erlautert. 

Es zeigen: 

Fig. 1 schema tisch eine Tragerfolie mit adherierten Bakterien, 

Fig. 2 don prinzipiellen Aufbau einer Apparatur zur Realisierung des 

rrfindungsgemafien Verfahrens, 
Fig. 3/4 das zugrundeliegende Sorlierprinzip, 
Fig. 5/6 dm Aufbau mit aufrechtem/inversem Mikroskop und 
Fig. 7 das Ablegen des Obektes in einem Auffanggefafi. 



Fig. 1 zeigl beispiclsweise eine Bakterienpropulation 1, die planar auf einer 5 
Mm starken Polyarylatfolie 2 (Tragerfolie) ausgebracht ist. Zum Sortiervor- 
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gang wird die Tragerfolie 2 in einen Schiebetisch 3 eingelegt und mechanisch 
fixiert. Dieser Tisch befindet sich gem.- Fig. 2 als Objekttisch in einem inver- 
sen Mikroskop 4 und kannz.B. mittels eines computergesteuerten SchriUmo- 
tors in x,y-Richtung (Horizon talebene) posilioniert werden. Im Schiebetisch 3 
ist ferner gegenuber der Tragerfolie 2 im Abstand von 1,8 mm ein platten- 
formiges Auffangersubstrat 5 gehaltert. Bei einer Bewegung des Schiebeti- 
sches 3 werden also gleichzeitig die Tragerfolie 2 und das Auffangersubstrat 5 
senkrecht zum Strahlengang (z-Richlung) im Mikroskop verschoben. Der 
Schiebetisch 3 mil der Tragerfolie 2 und den darauf befindlichen biologischen 
Objekten 1, sowie das Auffangersubstrat 5 sind von einem geschlossenen Ge- 
hause mit einem UV-durchlassigen Fenster fur den Laserstrahl umgeben 
(nicht dargestellt), so dafi das Verfahren in einem hermelisch abgeschlosse- 
nen System durchgefuhrt werden kann. 

Als Tragerfolie fiir die biologischen Objekte wird eine 5 |.tm bis 15 dicke, 
UV-absorbierende Polymerfolie aus einem Polymer verwendet, das minde- 
stens 5 Gew.-% eines aroma tischen oder teilaromatischen Polykondensates, 
wie z.B. Polycarbonale, Polyurethane, Polyaryiate, Copolyester, Polyestercar- 
bonate oder Blends aus diesen Polykondensaten und anderen Thermoplasten 
enthalt. Andersartige Folien sind in diesem Zusammenhang denkbar. 

Zur raumlichen Trennung z.B. einer einzelnen Bakterie aus der ausgebrach- 
ten Polulalion wird ein UV-Laserstrahl 6 der Wellenlange 337 nm eines ge- 
pulsten N 2 -Lasers 7 verwendet. Der Laser 7 liefert bei einer maximalen Puis- 
frequenz von 20 Hz ca. 300 pj Strahlenergie. Geeignet sind auch andere ge- 
pulste oder konlinuierlich arbeitende Laser wie z.B. Excimerlaser mit einer 
Wellenlange von 193, 248 oder 308 mm oder ein frcquenzvervierfachler 
Nd:YAG-Laser mit einer Wellenlange von 266 nm oder ein frequenzverdop- 
pelter Ar-Ionenlaser mit Wellenlangen von 244 nm oder 257 nm. Der Laser- 
strahl 6 wird iiber einen dielektrischen Strahlteiler 8 und ein verkleinerndes 
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Mikroskopobjekt 9 (Verkleinerung 63 x, Offnungsverhaltnis NA = 0.9, oder 
auch andere Objektive) auf die Tragerfolie 2 punktformig abgebildet Dieser 
Punkt hat einen Durchmesser von mindestens 1 pirn. 

Eine kreisformige bzw.geschlossene Schnittlinie mil einem Durchmesser 
von z.B. 10 |im wird um das selektierte Bakterium durch eine entsprechende 
Bewegung des Schiebetisches 3 in der Horizontalebene erzeugt. Die durch die 
Schnittlinie definierte Flache slellt in diesem Fall die Objektflache dar. Der 
Laserstrahl bleibt wahrend des nachfolgend beschriebenen Schneidprozesses 
ortsfest. 

Im Experiment betrug die relative Bahngeschwindigkeit des Laserstrahls zum 
Ausschneiden einer geschlossenen Flache 5|im/s. Dabei entstand eine 
scharfkantige, eng begrenzte Schnittlinie, wobei gleichzeilig mit der Riick- 
kehr des Laserstrahls zum Startpunkt der Schnittlinie ein AbriS der ausge- 
schnittenen Flache erfolgte. Die Flache wurde nun durch einen laserindu- 
zierten TransportprozeC, dessen physikalische Wirkungsweise im Einzelnen 
noch nicht geklart isl, von der Tragerfolie 2 weg auf das dariiber befindliche, 
mit einer adhasiven Klebeschicht versehene Auffangersubstrat 5 geschleu- 
dert und blieb dort haften. Eine andere Moglichkeil besteht darin, als Auffan- 
gersubstrat eine handelsubliche Mikrotiterplatte mit z.B. 96 Wells zu ver- 
wenden. Unter "Wells" werden in der pharmazeutischen Forschung die in 
der Mikrotiterplatte befindlichen Aussparungen bzw. kreisrunden Vertie- 
fungen zur Probenaufnahme mit einem Durchmesser von ca. 4 mm und 
einer Tiefe von ca. 6 mm verstanden. 

Der SortierprozeG soil noch einmal anhand der Figuren 3 und 4 veranschau- 
licht werden. Figur 3 zeigt ein raumlich zu separierendes Bakterium 10 auf 
der Tragerfolie 2. Auf Grund der kreisformigen Bewegung des Schiebetisches 
3 ist durch den ortsfesten Laserstrahl 6 beim SchneidprozeS bereits eine 
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Schnittlinio 11 von etwa 5-7 |im Breile in die Folie 2 geschrieben worden. 
Die Schnitlbreite ist bedingt durch das Absorptionsvcrhaltcn der Folie. In 
diesem BeroMch ist das Folienmaterial komplett abgetragen worden. Unmit- 
telbar nachclem die Schnittlinie 11 zu einem geschlossenen Kreis vervoll- 
standigt worden ist, wird das abgetrennte Folienstuck (Objektfeld) 12 mil dem 
darauf befindlichen Baklerium 10 in Richtung des Laserstrahls beschleunigt 
und wie in Fig. 4 dargestellt, auf das Klebeband 5 (Auffangersubstrat) ge- 
schleudert. In der Tragerfolie 2 verbleibt ein kreisrundes Loch 13. 

Anstelle drs Schiebetisches kann auch mit einem rtihenden Objektisch gear- 
beitet und tier Laserstrahl mit Hilfe eines in den Laserstrahl eingebrachlen 
geeigneten optischen Ablenkelementes auf einem Kreis um das selektierte 
Bakterium herumgefuhrt werden. 

Vorausselzung fur die Laser- Separation ist die vorherige Erkennung und 
Selektion dor aus der Tragerfolie zu entfernenden Objektfelder. Fine in der 
pharmakolugischen Forschung haufig angewandle Methode der Erkennung 
und Selektion von bestimmlen Zellsirukturen isl die Fluoreszenzspektro- 
skopie. Zu diesem Zweck wird ein kommerziell erhaltliches Fluoreszenz- 
Mikroskop eingesetzl. Grundlage ist dabei, dafi die fur die Selektion vorgese- 
henen Zellen bzw. Bakterien ein signifikanles Fluoreszenzsignal erzeugen, 
das als Untr»rscheidungskriterium herangezogen wird. Mit Hilfe eines mit 
einem Suchnlgorilhmus ausgestatteten Scanprogramms kann dann der 
Schiebetisch 3 so gesteuert werden, dafi automatisch nacheinander die Berei- 
che mit seloklierlen Bakterien als Objektfelder zentral im Gesichtsfeld des 
Fluoreszen/mikroskops posilioniert und anschliefiend ausgeschnitten wer- 
den. 
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Zur Erkennung von biologischcn Objekten in Gewebeschnitten konnen auch 
die bekannten histologischen Farbreaktionen oder im Mikroskop wahr- 
nehmbnre morphologische Veranderungen herangezogen werden. 

Die Tragerfolie 2 kann auch mit einer fur die Laserstrahlung durchlassigen 
Nahr- oder Pufferlosung, z.B. einer PBS-Puffcrlosung, beschichtet werden. 

GemaB einer Weiterentwicklung des Verfahrens kann die Losung der Auf- 
gabe dadurch erreicht werden, dag der Lichidruck des Laserstrahls nun dafiir 
verwendet werden soil, das gewunschte Pariikcl bzw. biologische Objekt 
selbst unmittelbar von der Oberflache des fcslen planaren Tragers 
(Objekttrager oder Petrischale) wegzukatapullieren und in einem geeigneten 
Gefaf? aufzufangen, d.h. die Separierung eines biologischen Objektes ist also 
auch mil oder ohne gleichzeitiges Herauslosen bzw. Herausschneiden des das 
biologische Objekt tragenden Bereiches der Tragerfolie moglich. Dies ge- 
schiehl nach der Weilcrentwicklung in der folgenden Weise, die nnhand der 
beiliegenden Figuren 5 bis 7 erlauterl werden soil. 

Bei Verwendung eines aufrechlen Mikroskopes 14 gemafi Figur 5 wird ein 
geeigneter Objekttrager 2 (Dicke ca. 170 (Am) umgekehrt auf die Aufnahme- 
haltemng 15 eines speziell fiir die Lasermikromanipulation entwickelten 
Mikroskoptisches 3 gelegt, d.h. das biologische Objekt 10 befindet sich auf der 
Unterseite des Objekttragers 2. Bei dem Objekt handelt es sich z.B. um histo- 
logische Gewebeschnitte von wenigen }im Dicke, oder um adherierende 
Chromosomen- bzw. DNA-Praparate. 

Der Mikroskoplisch 3 ist fiir eine Verschicbung in 2 (fiir x/y Bewegung) oder 
3 Achsen (fiir x/y/z Bewegung) ausgelegt und mit einer Aufnahmevorrich- 
tung 15 fiir z.B. Objekttrager 2 oder Petrischalchen versehen. Der Tisch 3 ist 
also uber geeignete Antriebe motorisicrl, die computergesteuert in bekannter 
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Weise, z.B. liber cine Computermaus (oder Joystick), bewegt werden konnen. 
Die hybriden Schrittmotoren der Achsen-Antriebe arbeiten mit einer hohen 
Prazision. Der kleinste Schritt betragt 20 nm, der maximale Verfahrweg des 
Mikroskoptisches 3 kann bis zu mehreren Zentimetern (z.B. 10 cm) betragen. 
Die Prazision zum Wiederauffinden gespeicherter Punkte is I <400 nm. Es 
konnen Geschwindigkeiten zum Verfahren des Mikroskoptisches von weni- 
gen |im bis zu mehreren mm pro Sekunde gewahlt werden. Mit einem sog. 
Framegrabber wird das iiber eine Videokamera aufgezeichnete, aktuelle Mi- 
kroskopbild auf einen Monitor gegeben und kann mil Computerfunktionen, 
z.B. Befchisfunktionen, Steuerzeichen, Kontrollmarken etc., graphisch uber- 
lagert werden (Video-Overlay). 

Fur Lasermikromanipulation geeignet sind nur dunne Objekttrager (ca. 170 
pm dick) oder Petrischalen mil diinner (ca. 25 Jim), gasdurchlassiger Folie 
(sog. Peiriperm-Schalchen). Da fur die Lasermikromanipulation im Nano- 
meter-Bereich hohe Anforderungen an eine prazise Probenhalterung und 
Probenfuhrung gestellt werden, wurde die Aufnahmehalterung 15 speziell 
konfiguriert: Bei den dunnen ObjekUragcrn 2 bestelU die Gefahr, dafi sie sich 
z.B. bei Verwendung von Ol-Immersions-Objekliven leicht durchbiegen und 
somit keine gute Fokussierung erreicht werden kann. Urn dies zu vermei- 
den, mufi der Objekttrager 2 an mindestens 3 Seiten der Hallerungen auflie- 
gen, wobei nur die beiden schmalen Seiten des Objekttragers 2 mil je einer 
Federklammer festgeklemmt werden konnen. Eine weitere Notwendigkeit, 
speziell fur die Lasermikroskopie, ist die exakte Justierbarbeil des Probenhal- 
ters (Objekttrager 2 oder Aufnahmehalterung 15). Es muL? gewahrleislel sein, 
dafi die Probe immer im gleichen Abstand zur Spitze des Objektivs 9 liegt, 
und zwar im gesamlen Verfahrbereich des Tragers (circa 5 - 10 cm). 
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Zuersl werden geeignete biologische Objekle 10 mit einer kleineren Vergro- 
Cerung lichtoptisch ausgewahlt. Sobald alle interessanten Objekle im Com- 
puter gespeichert sind, wechselt man zu einem hohcrvergrofiernden Objek- 
tiv. Den durch den Objektivwechsel bedingten Strahlversatz (chromatische 
Abberation) gleicht man durch eine Korrekturfunktion an einem gespeicher- 
ten Wert aus, die dann automatisch auf alle gespeicherten Punkte ubertragen 
wird. 

Der Computer verfahrt nun zu dem ersten Objekt 10. Das von einer Video- 
kamera aufgezeichnete Mikroskopbild wird auf dem in den Figuren nicht 
gezeigten Computermonitor dargestellt. Ein Marker auf dem Monitor zeigt 
die Position des Laserstrahlfokusses an. Die Mikroskopbiihne wird entweder 
per Hand (iiber Maus oder Joystick kontrolliert) bewegt oder fahrt automa- 
tisch durch ein Computerprogramm gesteuert nach vorgegebenem Muster 
im wesenllichen kreis- oder spiralformig um das gewahhe Objekl 10 herum. 
Der „Marker" auf dem Monitor kann als „Slift" betrachtet werden, mit dem 
die Kontur des gewunschten biologischen Objektes nachgezeichnet wird. 
Wean gleichzeitig der Laser mit einer Pnlsfrequenz von circa 15 - 20 Hz feu- 
ert, wird alles Material, das sich in der Schufilinie im Bereich des „Marker" 
befindel, abgetragen bzw. zerstort. Der extrem fokussierte Laserstrahl 
„zeichnel" eine feine Linie von circa 500 nm Breite rund um das gewiinschte 
Objekl 10 und trennl es somit von seiner Umgebung. Bei Zellen im histolo- 
gischen Schnitt lost sich durch diese Prozedur die gewtinschle Zelle vom 
Zellverband und lockert sich vom Untergrund in Gestalt des durch die 
Schnittlinie gegebenen Objektfeldes. Durch das oben erwahnte spiralformige 
Um rund en der ausgewahlten Zielzelle kann der freigelaserte Bereich rund 
um die Zelle vergrdtfort werden. 

Bei dem hier verwendeten Laser handelt es sich z.B. um einen gepulsten, 
kompakten Stickstofflaser von hoher Strahlqualilat (Wellenlange: 337 nm, 
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Pulsdauer: 3 nsec, Pulsfrequenz: von 10 bis 30 Hertz). Andere Laser sind auch 
denkbnr, sofern die verwendele Laserwellenlange das biologische Material 
nicht negntiv beeinfluGt. Der Laserstrahl selbst bzw. seine Quelle bleibt vor- 
zugsweise unbeweglich. Allerdings kann der Laser auch in x/y Richtung mit 
einem Radius von mehreren urn relativ zur Objektebene bewegt werden, 
d.h. letztendlich ist nur wichtig, dag Laserstrahl und Objektebene 
(Mikroskoplisch) relativ zueinander bewegt werden. 

Das auf diese Weise freipraparierte Objekt kann nun schneller und sicherer 
als im Stand der Teclmik (etwa mit einer Nadel) und vor allem beruhrungs- 
los, d.h. wenn notig auch vollig steril, mit einem weiteren, gezielten Laser- 
schug automalisch in ein Probengefag hinein katapulticrt werden (Flugbahn 
17). 

Dazu ist es nolwendig, dag eine zweite Aufnahmehalterung 16 (z.B. urn ein 
Auffanggefag 18 oder eine Mikrotiterplatte einzuspannen) iiber zwei motori- 
sierte und comptUergesteuerte Achsen so un(er die erste Aufnahmehalte- 
rung 15 verfahren wird, dag das per Laser freipraparierle Objekt 10 genau 
iiber dem Auffanggefag 18 plaziert wird. Hier ist ebenfalls eine hohe Priizisi- 
on der Motorbewegung Voraussetzung fiir ein sauberes Aufsammeln der 
gewiinschten Objekte. Ein einzelner, geziclter Laserschug (eventuell leicht 
dcfokussierl) schleudcrt das selektierle biologische Objekt 10 bzw. die Zelle in 
Strahlrichtung (Flugbahn 17) ins Auffanggefag 18. Danach kann ein neues 
Objekt ausgeschnitten werden und der ganze Vorgang wiederholt sich. 

Zur Beschleunigung dcs Sammelvorgangs koi\nen alle gewiinschten Objekte 
zuerst mit dem Laser freiprapariert werden. Danach wird das Auffanggefag 18 
unter den Mikroskoplisch gefahren. Die Mikroskopbiihne fahrt nacheinan- 
der die gespeicherten, lasermikrodissektierten Objekte wieder an. Je ein 
Schug befordert die einzelnen Objekte nacheinander in jeweils frische (neue) 
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Auffanggefafie 18 r Fig. 5, die koordinierl mit tier Bewegung der Mikroskop- 
buhne 3 weitertransportiert werden. Es konnen aber auch mehrere Objekte in 
einem GefaB gesammelt werden. 

Bei einem inversen Mikroskop (Fig. 6) kann ein klebendes Scheibchen 
(Klebefolie, Agar bestrichener Trager etc.), das wenige \im direkt iiber das aus- 
geschnittene Objekt gefiihrt wird, zum Auffangen des wegkatapultierten Ob- 
jektes verwendet werden. Dies kann z.B. eine Klebeklalsche 19 sein, die dann 
vom Robotarm 20 in ein geeignetes Gefatf (Fig. 7) geworfen wird, und der 
Robotarm 20 sucht sich ein neues Klebeteilchen (siehe Fig. 6). 

Der Vorleil des Laser-induzierten Separationsprozesses von Zellen besteht in 
der gezielten und gleichzeilig schnellen Manipulation von einzelnen Zellen 
im Vergleich zum Stand der Technik. Aufgrund des einfachen Prinzips ist 
der ProzeS sehr robust und einfach zu handhaben und eignet sich daher zur 
computergestutzen automatischen Separation einer Vielzahl von biologi- 
schen Objekten. Ein unter sicherheilstechnischen Aspekten wichtiger Vorteil 
liegt ferner darin, daG der SeparationsprozeS in einem hermetisch abge- 
schlossenen System durchgefiihrt werden kann, so dafi die Umgebung vor 
pathogenen Zellen geschiitzl werden kann. AuBerdem werden die Zellen 
vor Verunreinigungen aus der Umgebung geschiitzt. 

Das Vcrfahren eignet sich prinzipiell zum Rinsatz in Tcilgebieten der Bio- 
technologie, Molekularbiologie und Palhologie, wo spezifische Zelltypen an- 
gereichert werden sollcn. Beispielsweise konnen mit dem Green fluorescent 
Protein (GFP) als Reportergen transfizierte Zellen identifiziert werden. 
Marshall et al. (Neuron, Vol. 14, 211-215 (1995) benutzt z.B. die GFP-Methode, 
urn die Expression von lonenkanalen abzuschatzen. GemaB einer weiteren 
Anwendung konnen fur neurologische Experimente aus Cehirngewebe- 
schnitten z.B. Gliazellen separiert werden. Hierzu werden fluoreszenzmar- 
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kierte Anlikorper benutzt, um die Zellen zu identifizieren. Zur Diagnose 
konnten aus Gewebeschnitten Tumorzellen, die z.B. durch morphologische 
Veranderungen auffallen, isoliert werden. Hicrzu wird der Gewebeschnitt 
auf die Tragerfolie gelegt. Die herauszupraparierende Zelle wird durch einen 
Schnitt durch das Gewebe und die Substratfolie separiert, so dafi die Zelle - 
eventuell mit dem Substratmaterial - auf eine Unterlage transferiert wird. 
Diese Zellen werden anschlieBend histologisch analysiert. Daruber hinaus 
konnen Hakterien mit spezifischen Eigenschaften wie z.B. Zitronensaurepro- 
duzenlen auf ihre Leistungsfahigkeit hin durch geeignete pH-sensitivo Far- 
bumschlage eines geeigneten Indikators erkannt und anschliefiend aussor- 
tiert werden. 



r 
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Patentanspruche 

Verfahren 7.11m Sortieren und zur Gewinnung von biologischen Ob- 
jekten auf einem planaren Trager (2), auf dem sich die seleklierten bio- 
logischen Objektc zusammen mil weiteren biologischen Objekten be- 
finden, dadurch gekennzcichnet, dnG ein Objektfeld (12) der Tragerfolie 
(2), auf dem sich das selektierte biologische Objekt (10) befindet, mit ei- 
nem Laserstrahl (6) ausgeschnitten wird und durch einen laserindu- 
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zierten Transportprozefi auf ein unmitlelbar oberhalb oder unterhalb 
der Tragerfotie (2) angeordneles Auffangersubstrat (5) iibertragen wird. 

Verfahren zum Sortieren und zur Gewinnung von biologischen Ob- 
jeklen auf einem planaren Trager (2), auf dem sich die seleklierten bio- 
logischen Objekte (10) zusammen mit weiteren biologischen Objekten 
befinden, dadurch gekennzeichnet, dafi das selektierte biologische Ob- 
jekt (10) von der umgebenden weiteren biologischen Masse durch ei- 
nen Laserstrahl (6) abgetrennt wird, so dafi das selektierte biologische 
Objekt (10) von seiner Umgebung freiprapariert ist, und dafi anschlie- 
fiend das auf dem Trager (2) befindliche freipraparierte Objekt (10) 
durch einen weiteren Laser-Schufi/Iaserinduzierten Transportprozefi 
von dem Triiger (2) zu einer Auffangvorrichtung (18, 19) wegkatapul- 
tiert wird (Flugbahn 17). 



3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der Laser- 
strahl (6) auf einer geschlossenen, das Objektfeld (12) einschliefienden 
Kurve urn das biologische Objekt (10) herumgefuhrt wird. 



4. 



Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der das Ob- 
jektfeld (12) einschliefiende Schnittbereich durch eine mit dem Laser- 
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strahl (6) bclcuchtete, auf die Tragerfolie (2) abgebildele Schlitzmaske 
simultan belichlet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, dafi das 
Objektfeld (12) mit dem darauf befindlichen biologischen Objekt (10) 
nach dem Ausschneiden uber eine Distanz von 0,5 bis 10 mm, vor- 
zugsweise 1 bis 3 mm, zu dem angeordneten Auffangersubstrat (5) 
transportiert wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dafi 
ein Objektfeld (12) mit einem Durchmesser von mindestens 5 urn aus- 
geschnitten wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dafi zum 
Ausschneiden des Objektfeldes (12) ein UV-Laser (7) verwendet wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dag 
als Tragerfolie (2) fur die biologischen Objekte (1, 10) eine UV-Licht ab- 
sorbierende Polymerfolie mil einer Dicke von 5 pm bis 15 |im verwen- 
det wird. 
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9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafi das Polymer 
mindestens 5 Gew.-% eines aromatischen oder teilaromatischen Poly- 
kondensates enthalt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Auffangersubstrat (5) eine Folie mit einer adhasiven Oberflache einge- 
setzt wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi als 
Auffangersubstrat (5) eine Mikrotiterplatte mit 90 bis 500 Vertiefungen 
(Wells) zur Aufnahme der Proben verwendet wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
biologischen Objekte (1, 10) mit Hilfe der Fluoreszenz-Spektroskopie 
erkannt und anschliefiend selektiert werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dafi bio- 
logische Objekte (1, 10) in Gewebeschnitten mit Hilfe histochemischer 
Farbreaktionen oder morphologischer visuell wahrnehmbarer Veran- 
derungen erkannt und anschliefiend selektiert werden. 
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14. Verfahren nnch Anspruch 1 und 3 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Tragerfolic (2) mil den darauf befindlichen biologischen Objekten 
mit einem fiussigen, fur die Laserslrahlung durchlassigen Nahr- oder 
Puffermedium beschichlet wird. 

15. Verfahren nnch Anspruch 1 und 3 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daG 

sowohl die Tragerfolie (2) mit den zu sortierenden Objekten (1, 10), als 

« 

auch das Auffangersubstrat (5) in einem geschlossenen Behalter unter- 
gebracht sind, dor ein UV-transparentes Fenster fur den Laserstrahl be- 
sitzt. 

16. Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens nach Anspruch 2, 
gekennzeichnet durch 

• eine Mikroskopanordnung (14) zur Beobachtung von biologi- 
schen Objekten wie Gewebeschnitten auf einem Objekttrager (2), 

• eine Laseranordnung zur Frzeugung eines fokussierten Laser- 
strahls (6) zum Freipraparieren eines oder mehrerer selektierter 
biologischer Objekte (10) auf dem Objekttrager (2), wobei Laser- 
anordnung und Objekttrager relativ zueinander verschieblich 
angeordnet sind, und 
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eine Auffnngvorrichtung (18 bzw. 19) in Richtung des Laser- 
strahls hinter dem Objekttrager (2) zum Auffangen der selektier- 
ten Objekie (10), die nach dem Freipraparieren derselben durch 
einen laserinduzierlen Transportprozefi (einen "Laser-SchuC") 
vom Objekttrager (2) auf die Auffangvorrichtung (18 bzw. 19) 
wegkalapultiert werden (Flugbahn 17). 



1NSDOCID: <WO 97293S5A1_I_> 



WO 97/29355 



PCT/EP97/00429 




3NSDOCID: <WO 97293S5A 1_l_> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 97/29355 



PCT/EP97/00429 



2/3 





NSDOCID: cWO 9729355A1 l_> 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 97/29355 



PCT/EP97/00429 





FIG. 7 ^ 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



9729355A1 I > 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 GQ1N1/28 . H05H3/04 



I aQonal Application No 

PCT/EP 97/00429 



G01N15/14 



According to tntcmaoonal Patent Classification (IPC) or to both national claroficaoon and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 H05H G01N 



Document Don searched other than minimum documcntaoon to the extent thai such documents are included in the fields searched 



Electronic dau base consulted during the international search (name of data bate and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * O tan on of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



JOURNAL OF MICROSCOPY, 

vol. 107, May 1976, 

pages 19-24, XP0O0671562 

ISENBERG G ET AL: "Cell surgery by laser 

micro-dissection: a preparative method" 

see page 20 - page 21 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 017, no. 394 (C-1088), 23 July 1993 

& JP 05 076342 A (AGENCY OF IND SCIENCE & 

TECHN0L), 30 March 1993, 

see abstract 



-/• 



Relevant to claim No. 



1-3,7, 
14,16 



2,16 



0 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members arc listed in annex. 



* Special categories of a ted documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international 
filing date 

*L* document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
a tn Den or other speaal reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P* document published prior to the intemaoonal filing date but 
later than the priority date claimed 



*T~ later document published after the international filing date 
or prion cy date and not in conflict with the application but 
ated to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X' document of particular relevance, the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

*Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an invenQvc step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

*&* document member of the same patent family 



Date of the actual compleoon of the international search 



29 April 1997 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 22X0 HV Rijswijk 
Tel. 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax (- 31.70) 340-3016 



NSDOCID: <WO_ 



Form PCT/1SA/2I0 <t*con<j theet) {July 19*3) 



_9729355A1_I_> 



Date of mailing of the international search report 

0 9. 05. 97 



Authorized officer 



Bindon, C 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



| CfCononuaoon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



I taoonal Application No 

PCT/EP 97/0G429 



Category * Quo on oi document, wtm indication, where appropnate, of the relevant passages 



Relevant in claim No. 



BIOIMAGING, 

vol. 1, 1993, GB, 

pages 1-5, XP00Q671315 

SUGIURA T ET AL: "Photon -pressure 

exertion on thin film and small particles 

in the evanescent field" 

see abstract 

NATURE, 

vol. 368, 14 April 1994, LONDON GB, 
pages 667-669, XP000647487 
SCHUTZE KARIN ET AL: "Catch and move - 
cut or fuse" 

cited in the application 
see page 667 - page 669 

WO 95 23960 A (US HEALTH DEPARTMENT) 8 
September 1995 

see page 5, line 8 - page 7, line 17 

DE 43 00 698 A (SCHUETZE RA1MUND) 14 July 
1994 

see the whole document 

WO 95 17656 A (COGEMA ;LAFF0NT PIERRE 
(FR); DUMONT JEAN CLAUDE (FR)) 29 June 
1995 

see page 2, line 4 - page 5, line 28 



1,2,16 



1,2,13 



1,2,16 



1,2,16 



Form PCT/1SA. 210 iconunuaboo of mcbao tbttt) (July 1993) 

3NSDOCID: <WO 9729355A1_I_> 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



i&ooml Application No 

PCT/EP 97/00429 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




member! s) 


due 


WO 9523960 A 


08-09-95 


AU 


1933795 A 


18-09-95 






CA 


2184245 A 


08-09-95 






CN 


1143413 A 


19-02-97 






EP 


0748439 A 


18-12-96 


DE 4300698 A 


14-07-94 


AU 


671900 B 


12-09-96 






AU 


5883194 A 


15-08-94 






BR 


9405806 A 


19-12-95 






CA 


2153167 A 


21-07-94 






WO 


9416543 A 


21-07-94 






EP 


0679325 A 


02-11-95 






JP 


8505955 T 


25-06-96 


WO 9517656 A 


29-06-95 


FR 


2714464 A 


30-06-95 


* 



wsoocto. <wo. 



Form PCT/lSA/2t0 <p*t*nt fmmUy mn«i) (July 1973) 

9729355At_l_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



In .ocmaJes Alctcnzcichen 

PCT/EP 97/00429 



A. KLASSIFI2IERUNG DES ANMELDUNGSCEGENSTANDES 

1PK 6 G01N1/28 H05H3/04 G01N15/14 



Nach der IntemaoonaJq. PaigrnkJassifikaoon (IPK) Oder nach der naoonaien KJa^fikaoon und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rccherchicncr Mindcsiprufsioff (KJassifikaoonssystem und KJamfikaDomsymbolc ) 

IPK 6 HQ5H G01N 



Reeherchiene aber mcht zum Mindeapruljioff gehorende Veroifenthchungen, somi dice unter die recherchienen G eta etc 



fallen 



Wahrcnd der miemaoonaien Recherche konrulberte elektronuehe Datcnbank (Name der Datenbank und evM. verwendclc Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAOEN 



Kattgone' Bczcichnung der VeroiTenUichung, iowqi erforderhch unier Angabe der m Bctrachl kommenden Talc 



JOURNAL OF MICROSCOPY,, 

Bd. 107, Mai 1976, 

Seiten 19-24, XP000671562 

ISENBERG G ET AL: "Cell surgery by laser 

micro-dissection: a preparative method" 

siehe Seite 20 - Seite 21 

PATENT ABSTRACTS OF JAPAN 

vol. 017, no. 394 (C-1088), 23. Jul i 1993 

& JP 05 076342 A (AGENCY OF IND SCIENCE & 

TECHN0L), 30.Marz 1993, 

siehe Zusamnenfassung 



/-- 



Bctr. Anspruch Nr. 

1-3,7, 
14,16 



2,16 



Wei tore Veroffcntijcaunfcn and der Fortsctzung von Feld C zu 
entnehmen 



in 



Siehe Anhang Patentfarrulie 



* Baondere Kategoncn von angcgcbcncn VeroffcnUichungen 
'A* Veroffcntiichung. die den allgemcmcn Stand der Technik definicTt, 
aber mcht als besonders bedeutsam anzuschen is 



"E" 



a) teres Dokument. das fcdoch erst am Oder nach dem intemaDonalen 
Anmcldedacum vcroffcnUicht worden ist 



L Vcroffcndichung, die geeignel ist. einen Phontatsanspnich zwefefhart en 
schanen zu Lassen, oder durch die das Vcroffendichungsdarum einer 
andercn ixn Rechcrchcnbcncht genannten VeroffenUtchung belegt werden 
soli Oder die aus etnem andercn besondcTcn Grund arise ge ben ist (wie 
ausgefuhn) 

VerbfrenUichung, die sich auf cine mundliche Offcnbarung. 
one Bcnuccung, cine Aussiellung oder andere Maflnahmen bezteht 
VeroffentJtchung, die vor dem mtemabonaJcn Anmctdedatum, aber nach 

drm h#*n«nni<4i(M P n< «»^t»jt.fc.-. nr . . . _ 



Spaterc Veroffentlichung. die nach dem lnumabonalcn Anmddedatum 
oder dem Pnontatsdatum vcrbffentlichl worden in und nut der 
Anmeldung mcht koUtdiert. sondern mir zumVcrstandnis des der 
Erfindung zugnmdetiegendcn Pnnzips Oder der lhx zugrundeliegenden 
Theone angegeben ist * 

'X' Verbffend.chung von besonderer Bedeutung; die bcanspruchte Erfindune 
kann all cm auigrund dieser Veroffentiichung mcht als neu oder au/ ^ 
erfmdenscher Tangkat beruhend betrachlet werden 
Y y crorf enthchung von besonderer Bedetmmg; die beartrpruchte Erfindung 
kann mcht aJs auf erfindenscher Tabgkcil beruhend beirachtet 
werden, wenn die VcrofTcnthchung mil ancr oder mehrcren andercn 
Vcroffenttichungcn Aeser Kate gone in Verbindung gebracht ward und 
dicsc Verbindung fur anen Fachmann naheliegcnd ul 



1 


Datum des Abschiuxscs der iniernationaJcn Recherche 


Absendedaxum des tnternationalen Rccherchcnbenchu 




29. April 1997 


0 9. 05. 97 




Name und Postanschnft der InternanonaJe Recherchenbehorde 

Europaischcs Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 22J0 HV R.pwijk 
Td. ( t 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nJ. 
Fax <-r 31-70) 340*3016 


Bcvoilrnichogtcr Bedicnstcter 

Bindon, C 





WSOOCID: <WO_ 



_972935SA1J_> 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



Ii itionaJcs Aktenirichcn 

PCT/EP 97/00429 



C4Forttcaung) AL5 WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLACEN 


Kate gone* 


Bezct chnung der VcrdffcnUichung, sowcii erf order Uch uncer Angabc dcr in Betrachi kommenden Tetlc 1 


Jetr. Anspmch Nr. 



BI01MAGING, 

Bd. 1, 1993, GB, 

Seiten 1-5, XP0O0671315 

SUGIURA T ET AL: "Photon -pressure 

exertion on thin film and small particles 

in the evanescent field" 

siehe Zusanmenfassung 

NATURE, 

Bd. 368, 14. April 1994, LONDON GB, 
Seiten 667-669, XP000647487 
SCHUTZE KARIN ET AL: "Catch and move - 
cut or fuse" 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Seite 667 - Seite 669 

WO 95 23960 A (US HEALTH DEPARTMENT) 
8. September 1995 

siehe Seite 5, Zeile 8 Seite 7, Zeile 17 

DE 43 00 698 A (SCHUETZE RA1MUND) 14. Jul i 
1994 

siehe das ganze Dokument 

WO 95 17656 A (COGEHA ; LAFFONT PIERRE 

(FR); DUMONT JEAN CLAUDE (FR)) 29.Juni 
1995 

siehe Seite 2, Zeile 4 - Seite 5, Zeile 28 



1,2,16 



1,2,13 



1,2,16 



1,2,16 



1 



ForrabUlt PCT/1SA.2I0 (Forts* a on! wtt Butt 2) <Juli 19»3) 

MSDOCtO: <WO 9729355A1_I_> 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Angabcn zu VcroffcnUicungen. die zur sclbcn Patemfamtlic gehorcn 



I; aoon&Ics Aktenzeichen 

PCT/EP 97/00429 



Im Recherchenbericht 
angefuhrtes Paixntdokumeni 



Datum der 
Vcroffentiichung 



Milglicd(er) der 
Paten if ami lie 



Datum der 
VeroffenUichung 



wo 


9523960 


A 


08-09-95 


AU 


1933795 


A 


18-09-95 










CA 


2184245 


A 


08-09-95 










CN 


1143413 


A 


19-02-97 










EP 


0748439 


A 


18-12-96 


DE 


4300698 


A 


14-07-94 


AU 


671900 


B 


12-09-96 










All 


JOOj i j*t 


A 
M 


ID UO "H 










BR 


9405806 


A 


19-12-95 










CA 


2153167 


A 


21-07-94 










WO 


9416543 


A 


21-07-94 










EP 


0679325 


A " 


02-11-95 










JP 


8505955 


T 


25-06-96 


WO 


9517656 


A 


29-06-95 


FR 


2714464 


A 


30-06-95 



Forabtait PCT/ISA/310 (AAhsng Paunif»m*U»X Juli I" 2 ) 

NSDOCIO <WO 9729355A1_I_> 



